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Deutsche Vollübersetzung aus:
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Russ.: Ñòðîåíèå âíåêëåòî÷íûõ ïîëèñàõàðè³îâ, ñî³åðæàùèõ 
îñòàòêè ïèðîâèíîãðà³íîé êèñëîòû
Stroenie vnekletoènych polisacharidov, soderaèich ostatki
pirovinogradnoj kisloty
The review deals with the polysaccharides containing ketal-bound residues
of pyruvic acid. Within ist scope are their occurence, properties, structure
and the methods of structure elucidation.
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Einleitung
In den letzten Jahren wurde eine große Gruppe saurer Exopolysaccharide intensiv
untersucht, zu denen auch die durch Acetalbindung verbundene Benztrauben-
Säure gehört. Reste dieser Säure verleihen den Polysacchariden mehrere
Eigenschaften, weshalb einige davon in Industrie und Medizin zur Anwendung
kamen (z.B. Agar, Polysaccharid aus X. campestris, K-Antigene Klebsiella u.a.). In
diesem Zusammenhang ist es interessant, den Literaturangaben über
Polysaccharide mit Benztraubensäure-Resten nachzugehen, insbesondere im
Hinblick auf die Strukturchemie dieser sauren Biopolymere. Im vorliegenden
Überblick wurde die Literatur bis einschließlich Januar 1979 herangezogen.
1. Bestimmung der Stellung der Benztraubensäure-Reste in den
Polysacchariden
1.1. Substitutionstypen der Benztraubensäure-Monosaccharide in den
Polysacchariden
Die Benztraubensäure wurde als Bestandteil eines großen Kreises mikrobischer
und pflanzlicher Polysaccharide festgestellt. In der Biosynthese dieser
Polysaccharide ist das erste Stadium offensichtlich die Reaktion der
Hydroxylgruppe des Zuckers (2) mit Phosphoenolpyruvat (1), die zum Vinylether
(3) führt [1]:
Der Vinylether kann desweiteren mit einer der benachbarten Hydroxylgruppen
reagieren und bildet dabei fünf- bzw. sechsgliedrige zyklische Benztraubensäure-
Acetale (4 - 7):
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Es muß hinzugefügt werden, daß den Polysacchariden dieser Gruppe die
unlängst entdeckten [2 - 7] Polysaccharide mit der durch einfache Etherbindung
verbundenen Milchsäure sehr nahe stehen [1]. Ausgangsverbindung in ihrer
Biosynthese ist ebenfalls der Vinylether (3) [1]:
Gegenwärtig werden mit Polysacchariden folgende Monosaccharid-Reste
identifiziert, die mit der Pyruvyliden-Gruppierung zusammenhängen (Tab. 1). Wie
aus Tabelle 1 hervorgeht, ist die 4,6-Substitution am weitestverbreiteten. Als
Monosaccharide, die Benztraubensäure-Reste in dieser Stellung mit sich führen,
treten am häufigsten die DGalaktose, DGlucose und DMannose auf, die
gewöhnlich mit a- bzw. b(1®3) oder (1®4)Bindungen mit der D
Glucuronsäure oder seltener mit einem anderen Zucker verbunden sind. Diese
durch Benztraubensäure-Reste in den Stellungen 4,6 substituierten
Monosaccharide nehmen in den Polymeren häufig Terminalstellung ein, können
sich jedoch auch in der Hauptkette befinden. Im letztgenannten Fall sind die
Pyruvatacetale der Monosaccharide in der Polymerkette regelmäßig durch
(1®3)Bindungen verbunden. Monosaccharide mit Benztraubensäure-Resten in
anderen Stellungen (z.B. den Stellungen 2,3 und 3,4) kommen wesentlich
seltener vor.
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Tabelle 1
Substitutionstypen der Monosaccharide der Benztraubensäure in Polysacchariden
lfd.
Nr
Monosaccharid
Lage
der
Benz-
trauben-
säure
Konfigu-
ration
des
Kohlen-
stoff-
Acetal-
atoms
Konfigu-
ration
der
Glyko-
sid-bin-
dung
des
Mono-
saccha-
rids
Quelle Literatur
1 D-Galaktose 4,6 b E. coli K 12 (S 53) [8, 9]
a Klebsiella K 11 [10 - 12]
S a Klebsiella K 21 [13, 14]
R b R. trifolii TA-1 [15]
R a C. insidiosum [16]
R b Agar und andere Polysaccharid-
Algen
[17]
b Achromobacter Sp. [18]
2,3 Pneumococcus Typ IV [19, 20]
3,4 b S. typhimurium 390 MRO-M 2 [21]
b Klebsiella K 13 [22]
2 D-Glucose 4,6 S b R. meliloti, A. timefaciens [23, 24]
b E. coli 29 M [25, 26]
b E. coli 36 M [27, 28]
S b Klebsiella K 36 [29]
b Klebsiella K 7 [13, 30, 31]
S b Klebsiella K 56 [32]
S R. trifolii TA-1 [15]
3 N-AcetylD
glucosamid
4,6 S b Pneumococcus, Typ XXVII [33]
4 D
Glucuronsäure
2,3 b Klebsiella K 1 [34, 35]
5 DMannose 4,6 S b X. campestris [36, 37]
S b Klebsiella K 5 [13, 38]
S b Klebsiella K 6 [39, 40]
6 LRhamnose 3,4 b Klebsiella K 32 [41]
b Klebsiella K 70 [42]
b Klebsiella K 72 [43]
1.2. Bestimmung der Stellung der Benztraubensäure-Reste in Polysacchariden
Das Studium der Polysaccharide mit Benztraubensäure-Resten stellt den
Wissenschaftler vor einige Probleme unterschiedlichen Schwierigkeitsgrades:
Feststellung der Pyruvylidengruppen und ihre quantitative Bestimmung;
Identifizierung bzw. Bestimmung der Struktur des Monosaccharidrestes, der den
Benztraubensäure-Rest mit sich führt; Lokalisierung der Pyruvylidengruppierung
auf dem Monosaccharidrest und schließlich die Bestimmung der absoluten
Konfiguration des Kohlenstoff-Acetalatoms im Benztraubensäure-Rest. Jedes
dieser Probleme wird durch spezifische Verfahren gelöst.
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1.2.1. Säurehydrolyse der Pyruvatacetale
Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Benztraubensäure wird am
häufigsten die Säure-Hydrolyse mit darauffolgender quantitativer Bestimmung
der Benztraubensäure mittels Pyruvatkinase [44] oder als ihr 2,4-
Dinitrophenylhydrazon [45] benutzt. Zur qualitativen Bestimmung der Benz-
traubensäure mittels Papierchromatographie kommen in großem Umfang auch
Reagenten auf Oxoverbindungen wie n-Anisidin zur Anwendung [46].
In den meisten Fällen läßt sich der Benztraubensäurerest leicht und vollständig
durch kurzes Erhitzen (2 - 3 h) bei 100° C in = 0,01 - 0,1 N Mineralsäure-Lösung
abspalten. Am labilsten sind die 1,2-trans-Pyruvatacetale (2,3-D-GlcU, 3,4-L-Rha,
2,3-D-Gal). Die 4,6-Pyruvatacetale sind normalerweise bei der Säurehydrolyse
stabiler. Es sind einige Fälle von ungewöhnlicher Stabilität der 4,6-Pyruvatacetale
des Zuckers gegenüber Methanolyse bzw. Hydrolyse im Beisein von
Mineralsäuren bekannt. So wurde z.B. das Vorkommen der Benztraubensäure in
Polysacchariden erstmalig durch Abscheiden der 4,6-Acetale der D-Galaktose
und Agarobiose bei der Methanolyse von Agar aufgezeigt [47]. Bei partieller
Hydrolyse unter relativ sauren Bedingungen (0,5 n. H2SO4, 100° C, 1 h) des
Polysaccharids aus Klebsiella K 11 [12, 48] bilden sich 4,6-O-(1'-
Carboxyethyliden)-D-galaktose und einige Oligosaccharide, zu denen auch der
Benztraubensäurerest gehört. Analog dazu wurden bei der Polysaccharid-
Hydrolyse aus C. insidiosum die 4,6-Acetale der D-Galaktose und einige
Oligosaccharide abgeschieden [16]. Zahlreiche Oiigosaccharide mit
Benztraubensäureresten wurden auch bei der Poylsaccharid-Hydrolyse aus R.
meliloti [23], E. coli 36 M [27], E. coli K 12 [9] und anderen Mikroorganismen
gewonnen. Da aber die Hydrolyse der pyruvathaltigen Polysaccharide unter nicht
vergleichbaren Bedingungen durchgeführt und die relative Stabilität der
Pyruvatacetale in Abhängigkeit von der Struktur des Monosaccharids, seiner
Stellung und seinem Verbindungstyp in der Polysaccharidkette nicht untersucht
wurden, muß man bis auf weiteres an diese Ergebnisse strenge Maßstäbe
anlegen.
1.2.2. Die NMR-Spektroskopie bei der Identifizierung und Bestimmung der
absoluten Konfiguration der Zucker-Pyruvatacetale
Ein geeignetes Verfahren zur Identifizierung und quantitativen Bestimmung der
Benztraubensäure in Polysacchariden ist die 1H-NMR-Spektroskopie. Kommt ein
Singulett aus der Methyl-Gruppe im Bereich 1,4 - 1,6 ppm (d) vor, dann dient
dies als zuverlässiger Hinweis auf das Vorhandensein eines
Benztraubensäurerests in den Polysacchariden [49]. Die Signale der in diesen
Polysacchariden auftretenden Methyl-Gruppen der L-Rhamnose bzw. L-Fucose
liegen im höheren Feld (~1,3 ppm) und treten als Dublett mit J 7@8 Hz auf, die
Signale der Methyl-Gruppe der O- bzw. N-acetylierten Monosaccharide liegen im
tieferen Feld (~2 ppm). Somit liegt das Signal der Methyl-Gruppe der
Benztraubensäure nicht im Überschneidungsbereich und kann leicht identifiziert
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werden. Durch einen Vergleich seiner Integralintensität mit der Integralintensität
der Signale anderer Gruppen kann man die Menge der Benztraubensäurereste
auf der "repeating unit" bestimmen [29, 33, 35].
Die Lage des Signals der Benztraubensäure-Methylgruppe im 1H-NMR-Spektrum
der Polysaccharide verändert sich nur gering je nach Art und Stellung des diesen
Rest mit sich führenden Monosaccharids sowie der Konfiguration der Glycosid-
Bindung  [9, 12, 14, 16, 22, 27, 34, 38, 43, 49 - 52].
Mittels 1H-NMR-Spektroskopie wurde versucht, die Acetal-Konfiguration in der
4,6-O-(1'-Carboxyethyliden)-D-galaktose aus Agar und dem Polysaccharid C.
insidiosum [53] und dem entsprechenden Derivat der D-Mannose aus dem mit X.
campestris produzierten Polysaccharid [54] zu bestimmen. Beim Abbau dieses
letztgenannten Polysaccharids nach Smith und darauffolgender Hydrolyse bildet
sich 1,3-O-(1'-Carboxyethyliden)-L-erythrit (10). Durch Behandlung mit
Diazomethan wurde diese Verbindung in den Ether (11) umgewandelt und darauf
in 1,3-O-Hydroxypropyliden-L-erythrit (12) reduziert. Im 1H-NMR-Spektrum dieses
letzten Derivats (12) trat das Signal der Methylgruppe bei 1,8 ppm (s) auf,
wohingegen die Resonanz der Methylgruppe im Stereoisomer (13), dessen
Struktur bereits früher mit Sicherheit festgestellt worden war, bei 1,95 ppm
auftrat.
Somit zeigt die Abscheidung der Verbindung (10) aus dem Polysaccharid X.
campestris, daß die 4,6-O-(1'-Carboxyethyliden)-D-mannose (14) in ihrer
stabilsten Konformation, eine äquatoriale C-Methylgruppe bezüglich des 1,3-
Dioxan-Ringes [(S)-Konfiguration des Kohlenstoff-Acetalatoms] enthält [55].
Die 4,6-O-(1'-Carboxyethyliden)-D-galaktose (15) aus Agar und dem Poly-
saccharid aus C. insidiosum (16) enthält ebenfalls eine äquatoriale C-Me-
thylgruppe, aber das Kohlenstoff-Acetalatom besitzt entgegengesetzte (R)-
Konfiguration [53], was mittels 1H-NMR-Spektroskopie der Verbindung (17) und
des aus dem Derivat (15) gewonnenen entsprechenden Isomer nachgewiesen
wurde.
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Somit ermöglicht die Kombination aus 1H-NMR-Spektroskopie und chemischen
Verfahren die Identifizierung und quantitative Bestimmung des Pyruvats in
Polysacchariden und auch die Bestimmung der absoluten Konfiguration der
Acetalbindung der Benztraubensäure, zumindest für die terminalen 4,6-
substituierten Reste der D-Glucose, D-Galaktose und der D-Mannose.
Die 13Ñ-NMR-Spektroskopie ist bislang noch nicht in großem Umfang zur
Bestimmung der Struktur von pyruvathaltigen Polysacchariden eingesetzt
worden. Bis heute wurden in der Literatur nur die Spektren der Polysaccharide
aus Pneumococcus Typ XXVII [33], Klebsiella K 5 und K 36 [55] und teilweise für
die Polysaccharide aus Klebsiella K 32 [41] und K 70 [42] diskutiert. In diesen
Arbeiten wurde darauf hingewiesen, daß das Signal der Methylgruppe des
Acetals der Benztraubensäure im Bereich von 25 ppm liegt, wohingegen das
Signal des C(6)-Atoms der L-Rhamnose bei 18 ppm, der N-Acetyl-Gruppe bei 23,4
ppm und der O-Acetyl-Gruppe bei 20,8 ppm auftritt.
Unlängst wurde festgestellt, daß die Lage des Signals der Methylgruppe in den
Pyruvatacetalen der Polysaccharide von ihrer Orientierung abhängt [56, 57].
Das Signal der in der Verbindung (18) (S-Konfiguration) eine Äquatorialstellung
einnehmenden Methylgruppe tritt bei 25,5 ppm (1,55 ppm, 1H) auf, bei der
Axialstellung (19) (R-Konfiguration) bei 17,5 ppm (1,6 ppm, 1H). Im Polysaccharid
Pneumococcus Typ XXVII erscheint das Signal aus der C-Methylgruppe bei 25,79
ppm. Folglich nimmt sie eine Äquatorialstellung ein (S-Konfiguration) [56]. Eine
analoge Lage der C-CH3-Gruppe im Pyruivinsäure-Rest wurde für Polysaccharide
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aus Klebsiella K 5, K 6, K 21, K 35, K 36 und K 56, X. campestris, R. trifolii und
R. meliloti festgestellt [57]. Obwohl sich das Signal der axialen Methylgruppe in
den Derivaten der Benztraubensäure auch im Resonanzbereich der CH3-Gruppen
der 6-Desoxyhexosen findet, kann man es leicht nach der im Spektrum des nati-
ven Polysaccharids vorhandenen Resonanz des Wasserstoffs der Carboxylgruppe
im Bereich von 170 ppm und nach dem Verschwinden beider Signale im
Spektrum nach Entfernen der Benztraubensäurereste bestimmen.
Außerdem kann man manchmal durch Analyse der 13C-NMR-Spektren der
pyruvathaltigen Polysaccharide und der Produkte ihrer schonenden Hydrolyse
(mit Abspaltung der Benztraubensäure-Reste) auch die Acetalstellung der
Benztraubensäure zuverlässig identifizieren. So bildet sich z.B. beim Abbau des
Polysaccharids aus Pneumococcus Typ XXVII nach Smith mit gutem Ausbeuten
das Oligosaccharid (20) [56]:
Tabelle 2
Veränderungen in den chemischen Verschiebungen im 13C-NMR-Spetrum der
Kohlenstoffatome des b-D-Glucosamin-Restes der Oligosaccharide (20) und (21)
Kohlenstoffatom im Rest D-GlcNAc p
Verbindung
C3 C4 C5 C6
Me-4,6-benziliden-b-D-Glc p 72,9 80,3 65,9 68,3
Me-b-D-Glc p 76,9 70,7 76,8 61,9
         D +4,0 -9,6 +10,9 -6,4
(20) 72,2 77,5 65,4 66,9
(21) 74,9 71,0 76,8 61,7
         D +2,7 -6,5 +11,4 -5,2
Im 13C-NMR-Spektrum dieses Oligosaccharids (20) und seines Derivats (21), das
keinen Benztraubensäurerest enthält, lassen sich die Signale aller
Ringkohlenstoffatome leicht identifizieren, wodurch man zuverlässig die Art der
Substitution des Monosaccharids durch die Benztraubensäure feststellen kann
(Tab. 2). Bei den Derivaten der 3,4-Pyruvatacetale der Monosaccharide ist der
Unterschied in der Lage der Resonanz der CH3-Gruppe nicht so merklich [58]
(Tab. 3).
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Tabelle 3
Chemische Verschiebung einiger Kohlenstoffatome in 3,4-substituierten Acetalen der D-
Galaktopyranose
Verbindung R1 R2
Konfiguration
des
Kohlenstoff-
Acetalatoms
1H
C-CH3
13C
C-CH3
(1) Me CH2OAc R 1,50 23,5
(2) CH2OAc Me S 1,35 22,2
(3) Me CH2OH R 1,88 23,5
(4) CH2OH Me S 1,73 21,8
Somit kann man durch spektroskopische Verfahren (1H und 13C) die Benz-
traubensäure-Reste in Polysacchariden zuverlässig identifizieren und quantitativ
bestimmen. In Einzelfällen [53, 54], besonders bei Anwendung der 13C-NMR-
Spektroskopie gelingt es, auch die Acetal-Konfiguration der Benztraubensäure
festzustellen [56, 57].
1.2.3. Bestimmung der Art des Monosaccharids und seines Bindungstyps des
Benztraubensäure-Rests
Die Lage des Pyruvylidenrests im Monosaccharid wird mit gewöhnlichen
Verfahren der Polysaccharid-Chemie bestimmt: Perjodatoxydation, Methylierung
u.a. Wir untersuchen die Lösung dieses Problems am Beispiel einiger
Polysaccharide. Beim Polysaccharid aus Streptococcus pneumoniae Typ XXVII
[33] wurde die später aufgezeigte [34] Struktur eines sich wiederholenden
Bindeglieds angenommen. Unter den Hydrolyseprodukten des methylierten
Polysaccharids wurden keinerlei O-Methylether des Glucosamins festgestellt, d.h.
dieses Monosaccharid ist vollständig substituiert worden, und folglich ist gerade
mit ihm der Benztraubensäurerest verbunden. Der Polysaccharidabbau nach
Smith führt mit 90%iger Ausbeute zum Oligosaccharid (20). Durch Kombination
der verschiedenen Verfahren der Strukturanalyse (Perjodatoxydation,
Methylierung, Hydrolyse) konnte man die Struktur dieses Oligosaccharids
zuverlässig feststellen und die Lage des Benztraubensäurerests im Glucosamin
bestimmen [33]. Letztendlich wurde die Struktur dieses substituierten
Monosaccharids, einschließlich der Konfiguration des Kohlenstoff-Acetalatoms,
mittels 1H- und 13C-NMR-Spektroskopie festgestellt [56].
10
- 10 - Übersetzung Nr Ü/386 der Übersetzungsstelle der Universitätsbibliothek Stuttgart
Die Struktur der von Achromobacter sp. produzierten Exopolysaccharide [18]
wurde hauptsächlich durch Methylierung bestimmt. Im Methanolysat des
methylierten Polysaccharids wurden 2,4,6,-Tri-O-methyl-D-glucose und 2-O-
Methyl-D-galaktose annähernd in gleicher Relation festgestellt. Daneben nimmt
in dem Polysaccharid, wo die Benztraubensäurereste partiell durch Hydrolyse
entfernt sind, die Menge an 2,4,5,-Tri-O-methyl-D-galaktose zu. Mit diesen
Angaben lassen sich die Art des Monosaccharid-Rests (Galp) und die 4,6-
Stellung des Benztraubensäure-Rests eindeutig bestimmen. Die Struktur der
anderen pyruvathaltigen Polysaccharide wurde auf analoge Weise ermittelt.
2. Struktur der Polysaccharide mit Benztraubensäure-Resten
Da die Acetalbindung des Benztraubensäurerests nur in einem alkalischen
Medium stabil ist und die Abspaltung der Polysaccharide häufig eine Säure-
behandlung einschließt (z.B. mit Kationenaustauschern), ist die Identifizierung
des die Benztraubensäure mit sich führenden Monosaccharids, die Bestimmung
der Bindungsstelle und der Art des Monosaccharidrests sowie seiner Lage in der
Kette ein recht schwieriges Problem. Die Labilität der Pyruvatacetale bei
Abspaltung der Polysaccharide kann wahrscheinlich die Widersprüche in den
Strukturen erklären, auf die man sich in der Literatur bei der Beschreibung des
einen oder anderen Polysaccharids stößt, insbesondere bei den früheren
Arbeiten. Pyruvathaltige Polysaccharide werden bei vielen Mikroorganismen und
niederen Pflanzen, Seetang, Bakterien der Art Pneumococcus, Xanthomonas,
Corynebacterium, Klebsiella u.a. festgestellt. Mit verbesserten Techniken zur
Isolierung der labilen Verbindungen wird die Liste der Arten pyruvylidenhaltige
Polysaccharide produzierender Mikroorganismen ständig länger.
2.1. Polysaccharide des roten Seetangs
Historisch gesehen waren die Polysaccharide des roten Seetangs die ersten, in
denen Monosaccharide mit einer über die Acetalbindung gebundenen
Benztraubensäure festgestellt wurden [47]. Bei der Agar-Methanolyse wurden die
Verbindungen (22) und eine kristalline Säure der Zusammensetzung
C14H21O9(OCH3)2COOH identifiziert. Letztere ist Dimethylacetal der 4-O-(4',6'-1''-
Carboxyethyliden-)-b-D-galaktopyranosyl-3,6-anhydro-L-galaktose (23):
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Später wurden derartige Derivate in l-Karragenan [58, 59], in anderen Aga-
rophyten [60, 61] und Algen [46, 62, 63] festgestellt. Der relative Benz-
traubensäuregehalt in diesen Polysacchariden ist gering (~1 %). Deshalb läßt
sich die Bindung zwischen der Anzahl der Carboxyethylidengalaktose-Glieder und
den Eigenschaften der Polysaccharide nicht erklären, obwohl es denkbar ist, daß
ein Einfluß der Benztraubensäurereste auf die Gel-Bindungsfähigkeit möglich ist
[47].
2.2. Polysaccharide der Pneumococcen (Art Pneumococcus)
Unter einer großen Anzahl relativ gut untersuchter Kapselpolysaccharide der
Pneumococcen waren nur zwei festzustellen, zu denen Benztraubensäurereste
gehören, und zwar die Polysaccharide der Serotypen IV und XXVII.
Das Kapselpolysaccharid Typ IV enthält D-Galaktose, D-Galaktosamin, D-
Mannosamin, L-Fucosamin und Benztraubensäure in der Mol-Relation 3:3:2:3:3
[19, 64 - 67]. Die Benztraubensäurereste sind ausschließlich mit der D-Galaktose
in den Stellungen 2 und 3 verbunden, wodurch sich wahrscheinlich auch die
leichte Befähigung dieses Restes zur Hydrolyse erklären läßt [20]. Der D-
Galaktose-Rest mit der Benztraubensäure als Substituent kann Terminalstellung
einnehmen oder in die Hauptkette eintreten (1®4-Bindung) [19]. Die
vollständige Struktur dieses Polysaccharids wurde nicht festgestellt.
Zum Kapselpolysaccharid Typ XXVII gehört D-Glucose, L-Rhamnose, D-Galaktose
und D-Glucosamin, sowie die O-Acetyl-Gruppe, Phosphorylcholin [68, 69] und
Benztraubensäure [66]. Die Strukturanalyse dieses Polysaccharids führte zu
folgendem Aufbau eines sich wiederholenden Gliedes [33]:
1)
Die Stellung der O-Acetylgruppe in diesem Polysaccharid wurde bislang noch
nicht bestimmt.
                                                 
1) Hier ist ein Fehler in der Struktur von (24). Nach [33] ist: ... L-Rha (b1®4)D-Glcb1®...
(Anm.d.Übers.)
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2.3. Polysaccharide der Corynebakterien (Art Corynebacterium)
Die extrazellularen Polysaccharide der für Pflanzen pathogenen Mikroorganismen
der Art Corynebacterium enthalten Galaktose, Glucose, Fucose (oder Rhamnose)
und als saure Komponenten Glucuronsäure und Benztraubensäure [16, 70]. Bei
partieller Hydrolyse des ectracellularen Polysaccharids aus C. insidiosum wurden
somit Mono- und Trisaccharid mit Pyruvatresten ausgefällt [16]. Beim
Monosaccharid wurde die Struktur der 4,6-O-(1'-Carboxyethyliden)-D-galaktose
(11) festgestellt, das Trisaccharid hatte folgenden Aufbau:
Derartige saure Mono- und Oligosaccharide wurden in den Polysacchariden C.
michiganeuse und C. sepadonicum nachgewiesen [16]. In der Struktur ähnliche
saure Polysaccharide, die mit dem Pentidoglycan der Zellwand zu-
sammenhängen, wurden aus C. poinsentiae und C. betae ausgefällt und
enthielten Rhamnose, Glucuronsäure, Galaktose, Mannose und Benz-
traubensäure, die wahrscheinlich mit den Galaktoseresten zusammenhängt [71].
Eine große Anzahl Corynebakterien wurde auch in den Abwässern von Fabriken,
die Stärke verarbeiten, festgestellt [72]. Diese Corynebakterienarten prodzierten
ebenfalls extrazelluläre Polysaccharide, zu denen D-Mannose, D-Galaktose, D-
Glucose, D-Glucuron- und Benztrauben-Säure in verschiedenen Relationen
gehören.
2.4. Polysaccharide von Bakterien der Art Xanthomonas
Beim Züchten auf einem synthetischen Medium unter aeroben Bedingungen
produzieren die gramnegativen Bakterien der Art Xanthomonas eine beträchtliche
Menge extrazellularen Polysaccharids (Xanthan), das von großer praktischer
Bedeutung geworden ist. Lösungen dieses Polysaccharids besitzen
ungewöhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften: Pseudoplastizität [73],
anomale Veränderung der Viskosität mit der Temperatur [74], die Fähigkeit zur
Gel-Bildung mit anderen Polysacchariden, z.B. mit Galaktomannanen [75, 76].
Von den Eigenschaften her analoge Polysaccharide mit Benztraubensäureresten
werden auch von Arthrobacter sp. produziert [76, 77].
Die von den meisten Xanthomonas-Arten produzierten Polysaccharide enthalten
in ihrer Zusammensetzung Benztraubensäure, D-Glucose, D-Mannose, D-
Glucuronsäure und einige andere Monosaccharide (siehe Tab. 4) [78 - 80].
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Tabelle 4
Monosaccharid-Zusammensetzung der extrazellularen Polysaccharide einiger
Xanthomonas-Arten [78 - 80]
lfd.
Nr
Mikroorganismus Benztrauben-
säure-Gehalt,
Kohlenhydrate
% D-Glc D-Man D-GlcU andere
1 X. hederae 6,8 - 7,4 + + + -
2 X. phaseoli 6,3 - 7,4 + + + -
3 X. campestris 3,0 - 4,2 + + + -
4 X. carotae 6,3 + + + -
5 X. malvacearum 7,1 + + + -
6 X. papavericola 5,2 + + + +
7 X. translucens 1,2 - 4,3 + + + +
8 X. vesicatoria 1,1 + + + D-Gal
Am besten untersucht ist das von X. campestris produzierte Polysaccharid.
Ursprünglich konnte wegen der unzureichenden Untersuchungsmethode diesem
Polysaccharid nicht die richtige Struktur zugeordnet werden [81, 82]. Das
Polysaccharid enthält D-Glucose, D-Mannose, D-Glucuronsäure, die durch
Acetalbindung verbundene Benztraubensäure und die O-Acetyl-Gruppe [83]. Bei
Perjodatoxydation, darauffolgender NaBH4-Reduktion und schonender
Säurehydrolyse bildet sich 1,3-O-(1'-Carboxyethyliden)-L-erythrit [83, 84].
Deswegen wurde der falsche Schluß gezogen, der Benztraubensäurerest sei im
Polymer durch eine 4,6-Bindung mit der D-Glucose verbunden. Denn man kann
dasselbe substituierte Erythrit auch aus dem entsprechenden Derivat der D-
Mannose gewinnen. Durch Gegensynthese und mittels 1H-NMR-Spektroskopie
wurde nachgewiesen [54], daß die Methylgruppe im 1,3-Dioxanzyklus des 1,3-O-
(1'-Carboxyethyliden)-L-erythrits und folglich auch im nativen Monosaccharid
Äquatorialstellung einnimmt. Es wurde auch aufgezeigt, daß die Acetylgruppe an
den O-6-Rest der D-Mannose gebunden ist [85].
Entgegengesetzte Angaben in den früheren Arbeiten [74, 78 - 85] wurden später
korrigiert, was zu folgender Struktur eines sich wiederholenden Glieds des
extrazellularen Polysaccharids aus X. campestris führte [36, 37]:
14
- 14 - Übersetzung Nr Ü/386 der Übersetzungsstelle der Universitätsbibliothek Stuttgart
Ein in der Zusammensetzung analoges Polysaccharid wurde auch aus X. oryzae
[86] und X. stewarti [87] gewonnen.
Frühere Versuche, die oben genannten physikalisch-chemischen Eigenschaften
der Polysaccharide aus Xanthomonas mit ihrer Struktur in Verbindung zu
bringen, blieben erfolglos [88, 89]. Später [90] wurde jedoch nachgewiesen, daß
für das Verhalten der Polysaccharide in Lösung in erster Linie die
Denaturierungs- und Renaturierungs-Vorgänge verantwortlich sind. Nach
Elektronenmikroskopie-Daten stellt das Polysaccharid eine doppelte oder
dreifache Helix dar oder es ist zu einem Ring zusammengerollt. Die
Assoziationsart zwischen den Ketten und die Stelle der Seitenkette aus den drei
Monosaccharidresten in diesen Vorgängen konnten bislang noch nicht aufgeklärt
werden [90]. Es muß auch darauf hingewiesen werden, daß die Bakterien der Art
Xanthomonas zu den phytopathogenen Mikroorganismen gehören. Starke
Schleimablagerungen in den Poren von Pflanzen verhindern gerade, daß durch
sie Flüssigkeit eindringt [91].
2.5. Polysaccharide von Bakterien der Art Rhizobium
Bakterien der Art Rhizobium spielen bei der Fixierung von Luftstickstoff eine
wichtige Rolle, indem sie die Wurzeln von Hülsengewächsen infizieren und
Knöllchen bilden, aus denen der gebundene Stickstoff in die Pflanze transportiert
wird [92 - 94]. Es gibt Beweise dafür, daß die spezifische Wechselwirkung
zwischen den Rhizobium-Arten und ihren Wirten durch die Kapselpolysaccharide
der Bakterien bestimmt wird [95, 96]. Auch wurde nachgewiesen, daß die
serologische Spezifik der Mikroorganismen dieser Art, die zu ihrer Identifizierung
benutzt wird, von der Struktur ihrer Polysaccharide abhängt [65, 66].
In der Zusammensetzung der von diesen Bakterien produzierten extrazellularen
Polysaccharide wurden auch D-Glucose, D-Mannose, 4-O-Methyl-D-Galaktose,
D-Galakturon- und D-Glucuronsäure und andere Monosaccharide festgestellt
[97, 97a, 98], sowie Benztraubensäurereste und O-Acetylgruppen [66, 99] (siehe
Tab. 5).
Tabelle 5
Benztraubensäuregehalt in den extrazellularen Polysacchariden von Bakterien der Art
Rhizobium [66, 99]
Mikroorganismus Benztraubensäure, %
R. meliloti 4,7 - 6,6
R. trifolii 8,8 - 15,0
R. radicicolum 7,8
R. leguminosarum 13,1 - 15,1
R. phaseoli 11,1 - 14,1
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Benztraubensäurereste wurden auch in Polysacchariden anderer Rhizobium-
Arten festgestellt [100 - 104].
Bislang wurde die Struktur von zwei extrazellularen Polysacchariden von
Rhizobium ermittelt. Polysaccharide, die R. leguminosarum, R. phaseoli und R.
trifolii produzieren, enthalten D-Glucose, D-Galaktose, D-Glucuron- und
Benztrauben-Säure und O-Acetylgruppen in einer Relation von etwa 5:2:1:2:3
[104]. Duch Methylierung wurde nachgewiesen, daß diese Polysaccharide zwei
Benztraubensäurereste im sich wiederholenden Glied enthalten, welche mit
verschiedenen Monosacchariden verbunden sind [104]. Dies wurde später
bespielhaft an einem von R. trifolii TA-1 produzierten Polysaccharid bestätigt
[15]:
Die extrazellularen Polysaccharide von R. meliloti und der ähnlichen Art
Agrobacter tumefaciens enthält D-Glucose, D-Galaktose, Benztrauben-Säure und
O-Acetylgruppen in der Relation 6:1:1:1,5. Für sie wurde folgende Struktur
festgestellt [23, 24]:
Wie aus den dargestellten Strukturen hervorgeht, besitzen beide Polysaccharide
(27, 28) einige gemeinsame Elemente: viele (1®4)-gebundene Reste von D-
Glucose, einen 4,6-substituierten Rest der D-Glucose, einen D-Glucose-Rest, der
durch Benztraubensäure substituiert ist usw. Gleichzeitig gibt es aber auch
gravierende Unterschiede, die auch eine Differenz in ihrer serologischen Aktivität
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bedingen [65, 66]. Beseitigt man die Benztraubensäurereste in den Rhizobium-
Polysacchariden, so führt dies zu einer Unterdrückung der serologischen
Reaktion mit einem homologen Antiserum [65, 66, 101, 102], während
gleichzeitig Anzahl und Intensität der Kreuzreaktionen mit dem Antiserum auf
verschiedene Pneumococcenarten zunehmen. Festgestellt wurde auch, daß
Exopolysaccharide von Rhizobium nach Beseitigung der O-Acetylgruppen und
der Benztraubensäurereste und nach Reduktion der Uronsäure als Substrate von
b-D-Glykanhydrolasen dienen können [105].
2.6. Kolan-Säuren (M-Antigene)
Unter bestimmten Bedingungen [106 - 109] produzieren bei der Züchtung viele
Stämme von Escherichia, Salmonella und Aerobacter ein saures Polysaccharid,
das die Bezeichnung M-Antigen oder Kolansäure erhielt [110, 111]. Die
qualitative und quantitative Analyse der Polysaccharide aus verschiedenen
Quellen zeigte, daß all diese in ihrer Monosaccharidzusammensetzung identisch
sind und L-Fucose, D-Galaktose, D-Glucose und D-Glucuronsäure in der Relation
2:2:1:1 enthalten [112]. Daneben enthalten die M-Antigene
Benztraubensäurereste, O-Acetyl- und andere Gruppen. Bei Mehrfach- oder
Autohydrolyse der Polysaccharide aus verschiedenen Quellen bilden sich
gleichartige Oligosaccharide: b-Glucosylfucose, 3-O-Glucuronosylgalaktose u.a.
[113]. Frühere Arbeiten zur Bestimmung der Struktur des M-Antigens sind in der
Arbeit von Lüderitz u.a. aufgezählt [114].
Bei weiteren Untersuchungen [8, 9] zeigte sich, daß der Benztraubensäurerest
mit der terminalen D-Galaktose durch 4,6-O-Alkylidenbindung verbunden ist,
wobei die Methylgruppe in dieser Verbindung Äquatorialstellung einnimmt [9].
Die endgültige Struktur der M-Antigene aus verschiedenen Quellen von Lindberg
und seinen Mitarbeitern bestimmt [21, 115, 116]. Es wurde aufgezeigt, daß der
Polysaccharidstruktur ein sich wiederholendes Hexasaccharidglied zugrundeliegt
(29):
Der Unterschied in der Struktur der M-Antigene aus verschiedenen Quellen
besteht darin, wie der Terminalrest der b-D-Galaktose substituiert wird. In
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Polysacchariden von E. coli K-12 (S53) wird die D-Galaktose durch den
Benztraubensäurerest in der Stellung 4,6 (30) substituiert [8, 9], im Poly-
saccharid von S. typhimurium 395 MRO-M-1 durch die Ethylidengruppe in der
Stellung 3,4 (31) [21, 115], in S. typhimurium 395 MRO-M-2 durch die
Ethylidengruppe (32) und in E. coli S20 durch Methylen in der Stellung 4,6 (33)
[116]:
2.7. Kapselpolysaccharide von Escherichia coli
Benztraubensäurereste wurden im Kapselpolysaccharid von E. coli 09; K29(A): H-
nachgewiesen [25, 26, 117]. Für dieses Polysaccharid, das D-Glucose, D-
Galaktose, D-Glucuron- und Benztraubensäure in der Mol-Relation 2:2:1:1:1
enthält, wurde folgende Struktur des sich wiederholenden Gliedes vorgeschlagen
[25, 26]:
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Beim Schleimpolysaccharid aus E. coli 29 M wurde anhand der Daten der
Methylierung, der Mehrfach-Säurehydrolyse und dem Abbau nach Smith eine
andere Struktur für das sich wiederholende Glied vorgeschlagen [118]:
Im Kapselpolysaccharid von E. coli 72 M ist der Benztraubensäurerest durch 4,6-
Acetalbindung an die D-Galaktose angegliedert [27], und im Polysaccharid E. coli
36 M an die D-Glucose [27, 28]. Für das letztgenannte Polysaccharid wurde
folgende Struktur des sich wiederholenden Glieds vorgeschlagen [28]:
2.8. Polysaccharide von Bakterien der Arten Achromobacter und Pseudomonas
Benztraubensäure wurde in extrazellularen Polysacchariden festgestellt, die von
Achromobacter-Arten produziert werden. Die Polysaccharide dieser
Bakteriengruppen enthalten nur D-Glucose und D-Galaktose in annähernd
gleicher Menge sowie Benztraubensäure (15 - 17%) und O-Acetylgruppen. Für
diese Polysaccharide wurde folgende Struktur des sich wiederholenden Glieds
vorgeschlagen [18]:
19
- 19 - Übersetzung Nr Ü/386 der Übersetzungsstelle der Universitätsbibliothek Stuttgart
Pyruvathaltige Exopolysaccharide werden auch von Pseudomonas PB 1 [119]
und Beijerinckia mobilis (fam. Azotobacteriacae) [120] produziert. Man nimmt an,
daß der Benztraubensäurerest bei Letzterem mit der D-Glycero-D-
Mannoheptulose verbunden ist.
2.9. K-Antigene von Bakterien der Art Klebsiella
Bakterien der Art Klebsielle sind eine der am ausführlichsten untersuchten
Gruppen von Makroorganismen. Sie werden in etwa 80 Serotypen unterteilt, die
sich durch die Struktur der Kapselpolysaccharide unterscheiden [121 - 123]. Der
Struktur dieser Polysaccharide liegt ein sich wiederholendes Glied aus 3 - 6
Monosaccharidresten zugrunde, in denen D-Glucuron- oder seltener D-
Galakturonsäure, D-Glucose, D-Galaktose, D-Mannose, L-Rhamnose und L-
Fucose nachgewiesen wurden [123, 124]. Daneben enthalten die K-Antigene von
Klebsielle häufig auch Reste von Ameisen-, Essig- und Benztrauben-Säure. Im
Polysaccharid des Serotyps K 38 wurde 3-Desoxy-L-glyceropentulosonsäure
nachgewiesen [125]. Die Kapselpolysaccharide von Klebsiella besitzen viele
gemeinsame Strukturelemente und unterteilen sich nach ihrer
Monosaccharidzusammensetzung in mehrere Gruppen (siehe Tab. 6).
Tabelle 6
Monosaccharidzusammensetzung einiger K-Antigen-Gruppen von
Klebsiella [123, 124]
Monosaccharide Serotyp-Gruppen
GlcU, Gal, Glc 8*, 15, 25, 27*, 51
GlcU, Gal, Man 20, 21*, 29*, 42*, 43, 66
GlcU, Glc, Fuc 1, 54*
GlcU, Gal, Glc, Man 4, 5*, 7*, 10, 11*, 13*, 26*, 28, 30*, 31*, 33*, 35*, 39,
46*, 50, 59, 62
GlcU, Gal, Glc, Rha 12*, 18, 19, 23, 36*, 41, 45*, 55*
GlcU, Gal, Glc, Fuc 16, 58*
GlcU, Glc, Man, Rha 64*
GlcU, Glc, Man, Fuc 6*
GlcU, Gal, Glc, Man, Rha 14*
GalU, Gal, Man 3*, 49, 57*, 75
* Enthält Benztraubensäure.
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Wie aus Tab. 6 hervorgeht, wird Benztraubensäure in den Kapselpolysacchariden
der Serotypen 3, 5 - 8, 11 - 14, 21, 26, 27, 29 - 33, 35, 36, 42, 45, 46, 54, 55,
57, 58 und 64 gefunden [123, 124], d.h. in über 1/3  der K-Antigene von
Klebsiella. Die Kapselemente von Klebsiellae mit gemeinsamen
Strukturelementen sind äußerst geeignet für vergleichende Untersuchungen, z.B.
durch 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektroskopie [50 - 52], durch
Substratspezifizierung der Fermente, deren Synthese mit latenten Bakterio-
phagen zusammenhängt [10, 11, 126 - 128], ebenso zur Untersuchung des
Zusammenhangs von Strukturreaktionen und serologischen Kreuzreaktionen
unter verschiedenen K-Antigenen von Klebsiella und der Oberflächenantigene
anderer Bakterien [13, 65, 129 - 131], möglicherweise auch zur Untersuchung
der Polysaccharid-Konformation.
Tabelle 7
Struktur der K-Antigene von Bakterien der Art Klebsiella mit Benztraubensäureresten
Serotyp Struktur des sich wiederholenden Polysaccharid-Glieds Literatur
1 [34, 35]
2 (Synonym:
Aerobacter
aerogenes,
Typ 2)
[50, 132]
3 D-Gal, D-Man, D-GalU® D-Man, > C(CH3)(COOH) [133]
5
6
7
[13, 38]
[39, 40]
[13, 30,
31]
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Serotyp Struktur des sich wiederholenden Polysaccharid-Glieds Literatur
8
              (Stellung des Pyruvylidenrests nicht bestimmt)
[134,
135]
11
13
21
[10 - 12]
[22]
 [13, 14]
32 [41]
36 [29]
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Serotyp Struktur des sich wiederholenden Polysaccharid-Glieds Literatur
54
(Synonym:
Aerobacter
aerogenes
A3 (S1))
56
[136,
137]
[32]
57
                                                 (Stellung des Pyruvylidenrests nicht bestimmt)
[123]
64 D-GlcU®D-Man, D-Glc, L-Rha, Benztraubensäure [34, 131]
70 [42]
72 [43]
Die Struktur der Kapsel-Polysaccharide von Klebsiella ist, wie die oben auf-
geführten Gruppen zeigen, nicht in gleichem Maße und bei weitem nicht
abschließend untersucht. In Tab. 7 sind die Strukturen der K-Antigene von
Klebsiella mit Benztraubensäureresten angegeben.
Die Auswertung der Tabellen 6 und 7 zeigt, daß die Benztraubensäurereste in
den K-Antigenen von Klebsiella mit verschiedenen Monosacchariden über
beliebige Hydroxylgruppen verbunden sein können. Bei den meisten unter-
suchten Polysacchariden gehört der mit dem Benztraubensäurerest verbundene
Zucker zur Hauptkette des Polymers und präsentiert sich als Hexose (D-Glc, D-
Man) bei den Serotypen 5 [13, 38], 6 [39, 40], 7 [13, 30, 31] und 56 [32], als L-
Rhamnose (3,4-Substitution) bei den Serotypen 32 [41], 70 [42] und 72 [43].
Außerdem wurden mehrere Polysaccharide gefunden, bei denen sich die
neutrale Hexose mit dem Benztraubensäurerest in der Seitenverzweigung
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befindet. Dies sind die Polysaccharide der Serotypen 11 [10 - 12], 13 [22], 21
[13, 14] und 36 [29]. In der letztgenannten Polysaccharid-Gruppe ist der
Benztraubensäurerest immer durch 4,6-Acetalbindung mit der D-Galaktose
gekoppelt, verbunden durch a- oder (b1®4)-Bindung mit der D-Glucuronsäure.
Daneben gibt es auch andere Substitutionstypen der Monosaccharide durch die
Benztraubensäurereste. In einigen K-Antigenen von Klebsielle ist - wie aus Tab. 7
hervorgeht - die Stellung des Pyruvats unbestimmt.
Die oben untersuchten Beispiele zeigen, daß pyruvylidenhaltige Polysaccharide in
der Natur weit verbreitet sind und ein wichtiges Produkt der Lebensfähigkeit von
Mikroorganismen darstellen. Der Einfluß der Benztraubensäurereste auf die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Polysaccharide ist jedoch noch kaum
untersucht. Festgestellt wurde, welche wichtige Rolle diese Polysaccharide in der
Selektionsadsorption von Kationen aus dem Erdboden spielen [94].
Der biologische Zweck des Einschlusses von Pyruvylidenresten in Polysaccharide
ist bis heute auch noch nicht ganz klar. Es wurde vermutet, daß die
Benztraubensäurereste (dies gilt auch für Essigsäure) möglicherweise die
Funktion haben, die Biosynthese der Kohlenwasserstoffketten im lipiden
Intermediat zu bremsen, das an der Biosynthese der Polysaccharide beteiligt ist
[8]. Bekanntlich sind die Pyruvatacetale immunodeterminante Gruppen; entfernt
man sie, führt dies zu einem vollständigen Verlust der serologischen Aktivität
bezüglich homologer Antiseren [33, 65, 66, 138], wobei teilweise die Anzahl der
Kreuzreaktionen mit den Antiseren gegenüber verschiedenartigen
Pneumococcen zunimmt [15, 19, 65, 66]. Andererseits ist völlig einleuchtend, daß
das Fehlen allein des Pyruvatacetals für eine Kreuzreaktion nicht ausreicht.
Polysaccharide aus Klebsiella K 5, K 7 und K 56 z.B. enthalten Pyruvatacetale in
den Stellungen 4,6 D-Glc p oder D-Man. Dabei ergeben alle drei Polysaccharide
Kreuzreaktionen [123] mit dem Antiserum gegenüber dem Polysaccharid aus S.
pneumoniae Typ XXVII, das ein 4,6-Pyruvatacetal des N-Acetylglucosamins
enthält [33]. Und umgekehrt ergeben Polysaccharide aus Klebsiella K 11, K 21
und K 72 mit einem Pyruvat in den Stellungen 4,6 D-Gal und 3,4 L-Rha keine
Kreuzreaktionen mit demselben Antiserum. Großen Einfluß auf die serologische
Spezifität hat wahrscheinlich auch die Konfiguration des Wasserstoff-Acetalatoms
[56]. Es muß noch darauf hingewiesen werden, daß dem Verständnis der
Wechselwirkung zwischen der Struktur und der serologischen Spezifität
pyruvylidenhaltiger Polysaccharide entgegensteht, daß detaillierte Angaben über
die Struktur ihrer Antigen-Determinanten fehlen.
Somit zeigt die Auswertung der Literaturangaben, daß bei der Untersuchung
pyruvylidenhaltiger Polysaccharide durch Anwendung moderner Isolierungs- und
Reinigungsverfahren und neuer Verfahren der Strukturanalyse bestimmte Erfolge
erzielt wurden, insbesondere wurden erste zuverlässige Angaben über die
Struktur dieser Biopolymere und die Wechselwirkung zwischen ihrer Struktur und
ihrer biologischen Funktion gewonnen. Angesichts der unstreitigen theorischen
und praktischen Bedeutung dieser sauren Polysaccharide nimmt das Interesse
an ihnen ständig zu und in absehbarer Zeit darf erwartet werden, daß die
Untersuchungen auf diesem Gebiet gewaltig zunehmen.
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